十二指腸におけるヘム鉄吸収に及ぼす消化の影響 by 淸水 元貴












(Zimmermann et al., 2007) 。一方で、ビタミンやミネラルのサプリメントの
長期摂取による死亡リスクの増加に鉄が強く影響していることが示された 





きた (Layrisse et al., 1973; Björn et al., 1974) 。しかし、近年、これらの結果
とは異なり、非ヘム鉄の方がヘム鉄と比較して吸収性に優れているとされ
る結果が報告されている (村上ら, 1997; 五十嵐ら, 2004) 。また、Caco-2
細胞やラットの十二指腸を用いた実験から共存物質がヘム鉄の吸収に及ぼ
す影響も報告されており、特定のタンパク質・ペプチド・アミノ酸による
ヘム鉄の取り込み促進効果が示唆された (Vaghefi et al., 1998; Vaghefi et al., 
2005; Villarro et al., 2011) 。しかし、これらの現象が実際に生体内で起きる




により精製された水溶性ヘム鉄 (MW : 約 5.58 kDa) を十二指腸に投与し
て血清鉄濃度を調べた結果、水溶性ヘム鉄投与群では FeSO₄投与群と比較
































現在、世界では全人口の 24.8%に当たる推定 16.2 億人が貧血であり 
(WHO, 2014) 、食事由来の鉄不足が関係しているとされている。貧血の定
義は世界保健機関 (WHO) が定めた血液 100ml 当たりのヘモグロビン 
(Hb) 基準量より減少した状態とされており、小児および妊婦では 11g 未満、
思春期および成人女性では 12g 未満、そして、成人男性では 13g 未満であ
る (WHO, 1968) 。鉄欠乏性貧血の有病率は年齢・性別・人種によって異な
るが特に女性に多く見られ、先進国では人口の約 4.3～20%、発展途上国で
は人口の約 30～48%に上ることが報告されている (De et al., 2014; CDC, 
2002) 。日本においても例外ではなく、男性では 1%未満であるのに対して
女性では 20%にものぼり、日本人女性の貧血の頻度は増加の一途をたどっ
ている (小阪, 2012) 。特に若年女性の頻度が高く、今後も継続的な調査が
必要である (Hayashi et al., 2007) 。これらの原因として、近年では妊娠や
月経による鉄の喪失以外にもやせ願望の強い女性の過った偏食による栄養
素摂取の不均衡が引き起こす影響が問題となっており、痩せている者は太
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りぎみの者と比較して約 2 倍も貧血状態であることが報告されている (金





(Zimmermann et al., 2007) 。 
一方で、平均年齢 61.6 歳の米国女性を対象とした Iowa Women’s Health 
Study において、一般的に使用されているビタミンやミネラルのサプリメ
ントの長期摂取が死亡リスクの増加と関係していることが報告されており、
特に鉄の影響が強いことが示された (Mursu et al., 2011) 。また、近年では
疫学・病理学的な研究において、鉄の過剰摂取による臓器への鉄蓄積が癌
などの慢性疾患の発症リスクを高めることも明らかとなっている (Ko et 
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品にも含まれている (古俣, 2006) 。 
1-1 において食品による鉄欠乏症対策が実施されていると述べたが、非
ヘム鉄とヘム鉄では吸収率が大きく異なり、ヒトを対象とした実験で、非
ヘム鉄は 5%以下、ヘム鉄では 37%であるとされており (Björn et al., 1974) 、




oxygenase 1 (HO-1) によって開裂した後に鉄イオンとなる。そのため、ヘ








阻害することも報告されている (古俣, 2006) 。さらに、近年では貧血のベ
トナム人女性を対象とした鉄欠乏性貧血の改善を検討した実験において、
難消化性二糖である Difructose anhydride III (DFAIII) が非ヘム鉄の FeSO４




~ 6 ~ 
 
とが報告されている (渡辺, 1968) 。また、コーヒーに含まれる成分にも鉄





収性に優れているとされる結果も報告され  (村上ら , 1997; 五十嵐ら , 
2004) 、当研究室においても鉄欠乏ラットを用いた実験により、非ヘム鉄







(Villarro et al., 2011) 。一方、ウッシングチャンバーを用いてラット十二指
腸における鉄取り込み率を調べた実験において、ペプシンによる消化を受
けたヘモグロビンの鉄の可溶性は増加し、さらに豆からの鉄吸収を促進す
るとされているアミノ酸のシステイン (Vaghefi et al., 1998) を加えること
















未だ不明な点が多い。近年では 2005 年にヘム鉄輸送態として Heme-carrier 
protein 1 (HCP1) が発見されており、十二指腸で mRNA 発現が見られ、回
腸では見られないことが報告されている (Shayeghi et al., 2005) 。一方、本
研究室の東によると、回腸でも HCP1 の mRNA 発現が見られ、鉄欠乏ラッ
トにおいて小腸上部から中部にかけて HCP1 の mRNA 発現が高いことが
明らかとなっている (東, 2016) 。しかし、HCP1 は葉酸の輸送体としての
機能も持ち (Inoue et al., 2008) 、ヘムよりも葉酸に対する親和性が高いこ
とから、ヘムの主要な輸送体でない可能性が指摘されている (Laftah et al., 
2009) 。取り込まれたヘム鉄は HO-1 による分解を経て鉄を遊離し、鉄は
Ferritin に貯蔵されるか、ferroportin 1 (FPN1) によって血液に輸送される。
また、近年、ヘムを輸送することが知られている Feline leukemia virus 
subgroup C receptor (FLVCR) の mRNAとタンパク質発現がヒト大腸癌細胞
の Caco-2 細胞で特に高いことが明らかとなり、HO-1 による分解を受けず
に FLVCR によって、腸粘膜細胞の基底膜側から血液へと輸送する経路が
存在する可能性が示唆された (Quigley et al., 2004) 。 
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一方、非ヘム鉄の取り込みは、十二指腸粘膜細胞表面の３価鉄還元酵素
である Duodenal cytochrome b (Dcytb ) によって２価鉄に還元された後、２
価金属トランスポーターである Divalent Metal Transporter 1 (DMT1) を介し





とで Transferrin 鉄として骨髄や貯蔵臓器に輸送される (宇野ら, 2009; 小林














































よって促進されること (Villarro et al., 2011) 、人工消化を受けたヘム鉄の取
り込みがアミノ酸の存在下で高まることなどが示唆されている。しかし、
これらの現象を in vivo で検証した報告はない。 
本研究室の先行研究において、鉄欠乏ラットに非ヘム鉄 (FeSO₄) 及び水
溶性ヘム鉄 (MW : 約 5.58 kDa) を投与した群の鉄取り込み量には有意差
が見られなかった。また、門脈血の血清鉄濃度は、水溶性ヘム鉄投与群で







































水溶性ヘム鉄 （MW : 約 5.58 kDa ; ILS, 東京） 174.4 mg を 300mM HCl 
2.5 mLで 1 日撹拌した。溶解後、1.5 M NaCl 2.5 mLを加え超純水で 25 mL
にメスアップし、2.0 mLずつ試験管に分取した。分取した溶液に Simulated 
Gastric Buffer (SGB；0.3 M NaCl、50 mM HCl 含有)  0.25mLを加え 37℃、
10 分間インキュベートした後に、予め 10 mM HCl で溶解したペプシン溶
液 (36.96 mg/ mL) 0.25 mL を加え 37℃で人工消化を行った。また、人工消
化を行わないサンプルはペプシンの代わりに 10 mM HCl を 0.25 mL加え
た。0.5、1.0、1.5、2.0 時間後、HEPES buffer（pH 7.2）を 700 µL加えて pH 
6.8 とし、さらに氷冷することで反応を停止させた。 
これらの試料を電気泳動ゲル (Peptide-PAGE mini 16 %、テフコ株式会社) 





分解率 (%)  = 
A − B
A









・ 10 mM NaOH 溶液 
50 mM NaOH 2.0 mLに 100 mM HCl 600 µLを加え、超純水で 10 mL
にメスアップした。 
 
・ 30 mM HCl 溶液 
SGB 2.5 mLに 10 mM HCl 2.5 mLを加えて調製した。 
 
・ 1.0 mM ヘミン溶液 
ヘミン (MW : 651.94 Da ; ILS, 東京) 約 16.30 mg に 50 mM NaOH 5.0 
mLを加え 30 min 撹拌後、100 mM HCl 1.5 mLを加え、超純水で 25 mL
にメスアップした。 
 
・ 1.0 mM 水溶性ヘム鉄溶液 
水溶性ヘム鉄 (MW : 約 5.58 kDa ; ILS, 東京） 174.4 mg に 300 mM 
HCl 2.5 mLを加え 1 日撹拌した。溶解後、1.5 M NaCl 2.5 mL を加えて
超純水で 25 mLにメスアップし、1.6 mLずつエッペンドルフチューブ
に分取した。分取した溶液に SGB 0.2 mLを加え 37℃、10 分間インキ
ュベートした後に 10 mM HCl 0.2 mL を加えた。 
 
・ 1.0 mM 人工消化水溶性ヘム鉄溶液 
水溶性ヘム鉄 (MW : 約 5.58 kDa ; ILS, 東京） 174.4 mg に 300 mM 
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HCl 2.5 mLを加え 1 日撹拌した。溶解後、1.5 M NaCl 2.5 mL を加えて
超純水で 25 mLにメスアップし、1.6 mLずつエッペンドルフチューブ
に分取した。分取した溶液に SGB 0.2 mLを加え 37℃、10 分間インキ
ュベートした後に、予め 10 mM HCl で溶解したペプシン溶液 (36.96 




 4 週齢の Wistar 系雄ラット (日本クレア社、 東京都) の飼育は個別ケー
ジを用いて、12 時間明暗サイクルの飼育室で行った。飲料水は脱イオン水
を、飼料は表 1, 2 に示した鉄欠乏食 (AIN-93G, Iron deficiency) を 3 週間与
えることで鉄欠乏ラット (FeD) を作成し、試験日前日に鉄無投与群として、
10mM NaOH 投与群 (CN 群: n=3) 、30 mM HCl 投与群 (CH 群: n=3) 、鉄
投与群として、ヘミン投与群 (N 群: n=7) 、水溶性ヘム鉄投与群 (H 群: 
n=7) 、人工消化水溶性ヘム鉄投与群 (DH群: n=7) の 5 群に分けた。試験
日に 3 種混合麻酔を腹腔内投与後、開腹し、十二指腸 (胃の幽門部直下と
トライツ靱帯の間) を結紮し、内部に各試料 (10 mM NaOH 溶液、30 mM 
HCl 溶液、1.0 mM ヘミン溶液、1.0 mM 水溶性ヘム鉄溶液、1.0mM 人工
消化水溶性ヘム鉄溶液) を 1.0ml 投与した。試料投与 15 分後に門脈及び下
行大動脈から採血をした。血中へモグロビン濃度 (Hb) 、ヘマトクリット
値 (Ht) 、ヘム鉄濃度、ビリルビン濃度、そして、血清鉄濃度 (SI 値) と
UIBC 値の総和から総鉄結合能 (TIBC)・ Transferrin (Tf) 飽和度を算出する
ことで、鉄投与が血中に及ぼす影響を調べた。結紮をした十二指腸は摘出
後に 0.9 %生理食塩水で外部の血液を洗浄し、内容物を 5.0 mLエッペンド









鉄標準液を 0、10、20、30、40 ppb となるように調製し、試料量を 20 µL
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3-3-3. 血液化学的分析 
(1) ヘマトクリット (Ht) 値の測定 
下行大動脈から採血した動脈血の一部をヘパリン処理されたヘマトクリ
ット毛細管に採取した後、12,000 rpm、5 分間遠心分離を行った。生じた赤
血球の沈殿を Ht 値として測定した。 
 
(2) SI 値、UIBC 値、TIBC 値の測定 
門脈血及び動脈血中の SI 値、UIBC 値、TIBC 値は 2-ニトロソ-5-（N-プ
ロピル-N-スルホプロピルアミノ）-フェノール（Nitroso-PSAP）法に基づく
クイックオートネオ Fe (シノテスト株式会社、東京都) とクイックオー
ト ネオ UIBC (シノテスト株式会社、東京都) を使用し、同社の自動分析機 
(日立 7180 型、HITACHI、東京都) を用いて測定した。 
血清は門脈及び下行大動脈より採血した試料を 3,000 rpm、15 分間遠心分
離することで得た。 
SI 値の測定は鉄標準液を 0、40、80、120、160、200 µg/ dL となるよう
に調製し、これらを各 15 µLずつ測定に使用し、検量線を作成した。遠心
分離によって得た血清試料も各 15 µLずつ測定に使用し、検量線より門脈
血及び動脈血中の SI 値を算出した。 (吸光度 750 nm) 
UIBC 値の測定は鉄標準液を 0、100、200 µg/ dL となるように調製し、
これらを各 10 µLずつ測定に使用し、検量線を作成した。遠心分離によっ
て得た血清試料も同様に各 10 µLずつ測定に使用し、検量線より門脈血及
び動脈血中の UIBC 値を算出した。 (波長 750 nm) 
また、TIBC 値は各血清試料の SI 値と UIBC 値の総和とした。 
 






 ヘモグロビン標準液を 0、5、10、15、30 g/ dLとなるように調製した後、
これらを各 10 µL (30 g/ dLは20 µL) ずつ測定に使用し、検量線を作成した。
下行大動脈より採血した試料は 10 µLずつ測定に使用し、検量線より動脈




QuantiChrom™ Heme Assay Kit (BioAssay Systems, USA) を用いて測定した。 
血清は採取した血液試料を 3,000rpm、15 分間遠心分離することで得た。
分離後、これらを 40 µLずつ測定に使用し、ヘム鉄標準液から作成した検
量線より血中ヘム鉄濃度を算出した。 (波長 400 nm)  
 
(5) 血中ビリルビン濃度の測定 
血中ビリルビン濃度は QuantiChrom Bilirubin Assay Kit (BAS, California) 
を用いて測定した。 
検量線はビリルビン標準液 50 µLに超純水を 200 µL添加することで調整
した。3-3-3(2)で得られた血清を 50 µL 使用し、Total Reagent を 200 µL添加
した。10 秒間、プレートの撹拌を行った後に、室温で 10 分間インキュベ
ー ト し た 。 吸 光 度 測 定 は Microplate Spectrophotometer (DYNEX 
TECHNOLOGIES, Spectra MR) を用いて行い、標準液の値から各サンプル
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の血中ビリルビン濃度を算出した。 (波長 530 nm)  
 
3-3-4. HO-1 タンパク質の定量 
 (1) タンパク質の抽出 
-80℃で凍結保存した小腸粘膜上皮細胞約 20 mg に RIPA buffer* 500 µL
と Protease inhibitor mix (GE ヘルスケアジャパン, 東京) を 1/100 量加え、
バイオマッシャ― (nippi, 東京) を用いてホモジナイズした。得られたホモ
ジネート溶液を 24,652×g、4℃で 5 分間遠心分離し、上清を回収した。 
* RIPA buffer (Thermo, 東京) 組成：25 mM Tris-HCl pH7.6、150 mM NaCl、
1% NP-40、1% sodium deoxycholate、0.1% SDS 
 
(2) タンパク質濃度測定 (BCA Protein Assay, Pierce) 
 タンパク質の定量はBCA法 (O.D.540 nmにおける吸光度の測定) を原理
とする BCA protein assay kit (サーモサイエンティフィック株式会社、神奈
川) を用いた。検量線は 2000 µg/mL のアルブミン溶液を超純水で 0、25、
125、250、500、750、1000、1500、2000 µg/ml に希釈することで調整した。
BCA Working Reagent (WR) は BCA Reagent A と BCA Reagent B を 50 : 1 で
混合することで調製した。抽出したサンプル 20 µLを採取し、WR を 160 µL
添加した。30 秒間の撹拌後、37℃で 30 分間インキュベートしプレートを
室温に戻してから Microplate Spectrophotometer (DYNEX TECHNOLOGIES, 
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(3) HO-1 タンパク質の定量 (ELISA 法) 
HO-1タンパク質量はHO-1 (rat), ELISA kit (ENZO Life Sciences, ニューヨ
ー ク) を用いて測定した。検量線は、5 µg/ mLのHO-1検量線溶液を Sample 
Diluent で 0、 0.195、0.39、0.78、1.56、3.125、6.25、12.5 ng/ mLに希釈す
ることで調整した。また、3-3-4 (1)で抽出したサンプルは Sample Diluent で
10 倍希釈した。マイクロプレートに HO-1 検量線溶液と希釈したサンプル
を 100 µL添加し、室温で 1 時間インキュベートした。液体を取り除き、洗
浄操作 (1×Wash Bufferを 300 µL添加し、取り除く) を 4回繰り返した後に、
Rat HO-1 Antibodyを 100 µL添加し、室温で 1 時間インキュベートした。
先程と同様の洗浄操作を 4 回行った後、Rat HO-1 Conjugate を 100 µL添加
し、室温で 30 分間インキュベートした。再び洗浄操作を 4 回行った後、
TMB Substrateを 100 µL添加し、室温、暗室で 15分間インキュベートした。
Stop Solution 2 を 100 µL 添加し、10 分後に Microplate Spectrophotometer 
(DYNEX TECHNOLOGIES, Spectra MR) を用いて吸光度を測定した。 (波
長 450 nm) 
 
3-4. 統計方法 
 統計分析は、エクセル統計 2012  (株式会社情報サービス) を用いて、投
与液の違いによる影響を 1way ANOVA及び Bonferroniの最小有意差法によ
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3-5. 結果 











(2)  動物実験 
鉄欠乏ラット作成時の 3 週間の増体重 (g/day) 、 飼料摂取量 (g/day) 
及び飼料効率 (%) を表 3に、解剖時の終体重、Hematocrit値、Hemoglobin
値は表 4 に示した。各群の間に有意差は認められなかった。 
 
(3)  鉄取り込み率 
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(4)  鉄投与が門脈血および動脈血に及ぼす影響 
 門脈及び、動脈血清中の SI は図 5 に示した。門脈血では、CN 群の
26.3 µg/dLと CH 群の 26.5 µg/dLに対して N 群では 24.4 µg/dLとなり、
ヘミン投与による血清鉄の有意な上昇は認められなかった。一方、CN
群、CH 群、N 群に対して H、DH 群は 57.5、77.5 µg/dL となり、水溶
性ヘム鉄投与による血清鉄の有意な上昇が認められた。また、DH群は
H群よりも血清鉄濃度が有意に高くなった。動脈血では、門脈血の時と
同様に CN群の 23.3 µg/dLと CH群の 25.5 µg/dLに対して N群では 24.0 
µg/dLとなり、ヘミン投与による血清鉄の有意な上昇は認められなかっ
た。一方、H 群は 40.4 µg/dLとなり CH群に対して有意な差が認められ
なかったが、DH群は 51.9 µg/dLとなり CH 群より血清鉄濃度が有意に
上昇した。しかし、H群と DH 群の間には有意な血清鉄濃度の差が認め
られなかった。 
門脈及び、動脈血清中の TIBC は図 6 に示した。いずれの群の間にも
有意差は認められず、投与液の違いによる影響は認められなかった。 
門脈及び、動脈血清中の Tf saturation は図 7 に示した。門脈血では、
CN 群の 3.0%と CH群の 3.0%に対して N 群でも 3.0%となり、ヘミン投
与による Tf 飽和度の有意な上昇は認められなかった。一方、CN 群、
CH 群、N 群に対して H 群で 6.8%、DH 群で 8.8%となり、水溶性ヘム
鉄投与による Tf 飽和度の有意な上昇が認められた。また、DH 群は H
群よりも Tf 飽和度が有意に高くなった。動脈血では、門脈血と同様に
CN 群で 3.8%、CH 群で 2.9%、N 群では 3.7%となり、いずれの群の間
にも有意差は見られなかったが、H群で 6.4%、DH群で 8.4%ととなり、
CN、CH、N 群より有意に高い値となった。また、DH群は H群より有




























































図 3.  ペプシン消化時間における水溶性ヘム鉄の分解率 
 
図 2 より、得られた水溶性ヘム鉄のバンドの濃度を面積値として 
定量化し、分解率を算出した。 
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Mean±S.D., N, H, DH (n=5)   
1 way-ANOVA , P = 0.0032, Bonferroni の最小有意差法  
: 異なるアルファベット間に有意差あり (p<0.05) 












法に基づくクイックオートネオ Fe (シノテスト株式会社, 東京都) を使用した。 
Mean±S.D., CN, CH (n=2~3) ; N, H, DH (n=6~7)  
門脈血 1way-ANOVA, P = 0.0000; 動脈血 1way-ANOVA, P =0.0000 ;  
Bonferroni の最小有意差法 :  
異なるアルファベット間に有意差あり （門脈血, p<0.05 ; 動脈血, p<0.05 ） 










図 6. 各投与群における門脈及び動脈血清中の TIBC 
 
ラットの十二指腸を結紮し、各サンプルを投与した。15 分後に門脈血と動脈血を
採取し、3,000 rpm、15 分間遠心分離し、得られた血清を用いた。TIBC は SI 値と
UIBC 値の総和とした。 
Mean±S.D., CN, CH (n=2~3) ; N, H, DH (n=6~7)  
門脈血 1way-ANOVA, P =0.1278 ; 動脈血 1way-ANOVA, P =0.0817  









図 7. 各投与群における門脈及び動脈血清中の Tf saturation 
 
ラットの十二指腸を結紮し、各サンプルを投与した。15 分後に門脈血と動脈
血を採取し、3,000 rpm、15 分間遠心分離し、得られた血清を用いた。 
Tf 飽和度は、[(SI / TIBC )×100] から算出した。 
Mean±S.D., CN, CH (n=2~3) ; N, H, DH (n=6~7) 
門脈血 1way-ANOVA, P = 0.0000 ; 動脈血 1way-ANOVA, P =0.0000 ;  
Bonferroni の最小有意差法 : 異なるアルファベット間に有意差あり （p<0.05） 









図 8. 各投与群における門脈及び動脈血清中のヘム濃度 
 
ラットの十二指腸を結紮し、各サンプルを投与した。15 分後に門脈血と動
脈血を採取し、3,000 rpm、15 分間遠心分離し、得られた血清を用いた。 
測定は QuantiChrom Heme Assay Kit (BAS) を使用した。 
Mean±S.D., CN, CH (n=2~3) ; N, H, DH (n=5~7) 
門脈血 1way-ANOVA, P = 0.2618; 
動脈血 1way-ANOVA, P = 0.7958 

















図 9. 各投与群における門脈血清中のビリルビン濃度 
 
ラットの十二指腸を結紮し、各サンプルを投与した。15 分後に門脈血を採取
し、3,000 rpm、15 分間遠心分離し、得られた血清を用いた。測定は QuantiChrom 
Bilirubin Assay Kit (BAS)を使用した。 
Mean±S.D., CN, CH (n=3) ; N, H, DH (n=6~7) 
1 way-ANOVA, P = 0.0260 
Bonferroni の最小有意差法 : 異なるアルファベット間に有意差あり (p<0.05) 


















図 10. 各投与群における十二指腸の HO-1 発現量 
 
各サンプルをラットの十二指腸に投与した後に粘膜細胞を採取し、ELISA 法
により十二指腸粘膜細胞中の HO-1 タンパク質を定量した。 
結果は protein 1mg あたりで示した。 
Mean±S.D., CN, CH (n=3) ; N, H, DH (n=7) 
1 way-ANOVA, P = 0.0826 
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図 4 より、ラットの十二指腸からの鉄取り込み率は N 群に比べて H群と
DH 群で有意に高くなった。また、図 5 より、門脈血中の血清鉄濃度に関






と関係していることが報告されている (Vaghefi et al., 2000) 。また、腸管か
らのヘモグロビン鉄の吸収において膵液と胆汁が及ぼす影響を調べた反転
腸管実験では、消化酵素溶液の添加量の増加に伴い鉄吸収率も増加するこ
とが報告されている (田村ら, 1988) 。その他にもアミノ酸による影響とし
て、酵素で加水分解したヘモグロビンにシステインを添加することで、ラ
ットの十二指腸粘膜を介した鉄取り込み率が有意に上昇することが報告さ
れている (Vaghefi et al., 2005) 。そのため、管腔内におけるグロビンやグロ













昇すること (Raffin et al., 1974; 篠田, 2012) や Caco-2 細胞を用いてヘム鉄
の代謝を調べた実験では、細胞外のヘム鉄濃度が高くなるにつれて HO-1





る (村上ら, 1998) 。そのため、今回の実験で門脈血中のヘム鉄濃度には有





~ 38 ~ 
 
4．実験 2：ペプシンとパンクレアチン (膵液) による人工消化が 
ヘム鉄の溶解性に及ぼす影響  
 
4-1. 各 pHにおけるヘム鉄の溶解性 
3-2 と同様に 1.0 mM ヘミン溶液 (N 溶液) 、1.0 mM 水溶性ヘム鉄溶液 
(H溶液) 、1.0mMペプシン消化水溶性ヘム鉄溶液 (DH溶液) を調製した。
各溶液は、HCl または NaOH を用いて pH1.0~11.0 に調整し、3,000×g、15
分で遠心分離した (In et al., 2003) 。得られた上清に 0.1N NaOH を加える
ことで、10~50 倍希釈とした。また、ヘム鉄標準液は QuantiChrom™ Heme 
Assay Kit (BioAssay Systems, USA) に付属する Calibrator (equivalent to 62.5 
µM heme) を使用した。Pandy らによるトリトン-メタノール発色法を参考
に (Pandy et al., 1999; 高橋と増田, 2009) 、希釈したサンプルとヘム鉄標準
液20 µLに2.5% TritonX－100を含むメタノール180 µLを添加し、Microplate 
Spectrophotometer (DYNEX TECHNOLOGIES, Spectra MR) を用いて吸光度
を測定した。溶解率は 1.0 mM に対する上清中のヘム鉄濃度として算出し





酸吸光光度法 (TNBS 法) を用いて行った (阿部と井上, 2005; 神山ら, 
2016; 米倉と中谷, 1989 ) 。検量線は 500 µM の L-glycine 溶液を倍々希釈す
ることで、250、125、62.5、31.25、0 µM に調整した。 
3-2 と同様に 1.0 mM 水溶性ヘム鉄溶液 (H溶液) 、1.0 mM ペプシン消化
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水溶性ヘム鉄溶液 (DH溶液) を調製し、0.9 M NaHCO3で pH5.3 に調整し
た。各溶液 10 mLに 1.0M NaOH と基質に対して 4%となるようにパンクレ
アチン (Sigma-Aldrich, USA) 溶液 (4.334 mg/mL) を 500 µL添加し、pH6.0、
6.5、7.0 に調整した。パンクレアチンによる人工消化は 37℃, 0、15、30、
60 分で行い、100℃, 10 分で反応を停止した (Jegasothy et al., 2014) 。続い
て、試料 500 µLに 30％ TCA（トリクロロ酢酸）を 100 µL加え、16，000×g，
5 分，4℃で遠心分離することで除タンパク質処理を行った。得られた上清
は 0.1M ほう酸緩衝液 (pH 9.5) を用いて、H溶液で 20 倍希釈、DH 溶液で
50 倍希釈した。希釈した試料 40 µLをプレートに分注し、0.1 M ほう酸衝
液 (pH 9.5) 160 µL と TNBS 溶液 (亜硫酸ナトリウム 31.5 mg と TNBS 25 
mg を超純水 50 mL に溶解したもの） 80 µL を加えた。遮光条件下で 37℃, 
1 時 間 反 応 さ せ た 後 、 Microplate Spectrophotometer (DYNEX 
TECHNOLOGIES, Spectra MR) を用いて吸光度を測定した。 (波長 450 nm) 
 
4-3. ペプシンとパンクレアチン（膵液）消化によるヘム鉄の溶解性 
 4-2 でパンクレアチン消化を行った H、DH溶液を 3,000×g、15 分で遠心
分離し、得られた上清に 0.1N NaOH を加えることで 5~10 倍希釈とした。
希釈したサンプルとヘム鉄標準液 20 µLに 2.5% TritonX－100を含むメタノ
ー ル 180 µL を 添 加 し 、 Microplate Spectrophotometer (DYNEX 
TECHNOLOGIES, Spectra MR) を用いて吸光度を測定した。溶解率は 1.0 




~ 40 ~ 
 
4-4. 結果 
(1) 各 pHにおけるヘム鉄の溶解性 
各 pHにおけるヘム鉄の溶解性を図 11に示した。N溶液は pH8.0～11.0
において、溶解率が 93.6～100%となった。しかし、pH 1.0 から 7.0 の間
において、N 溶液で 29.4 %以下、H溶液で 28.9 %以下、DH 溶液で 30.2 %
以下となった。また、pH8.0から 11.0にかけてH溶液は37.1 %から51.5 %、






度は図 12 に示した。H 溶液においてはパンクレアチン反応時間 0min
で 1.6~1.7 mM、15min で 2.6～2.8 mM、30min で 3.0～3.4 mM、60min
で 3.4～4.1 mM となった。一方、DH 溶液においてはパンクレアチン反
応時間0minで11.6～12.0 mM、15minで13.3～13.8 mM、30minで14.5 mM、
60min で 15.4～16.2 mM となり、H・DH溶液共に pH 変化による大きな
影響は見られなかった。また、パンクレアチン反応 60 分間における分
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(3) ペプシンとパンクレアチン (膵液) 消化が水溶性ヘム鉄の溶解性に及
ぼす影響 
 ペプシンとパンクレアチン消化による水溶性ヘム鉄の溶解率は図 13
に示した。パンクレアチン反応時間 0 から 60min における H 溶液の溶
解率は pH6.0 で 13.7 から 22.3 %、pH6.5 で 24.6 から 31.5 %、pH7.0 で
30.0から 36.9 %に増加した。DH溶液の溶解率は pH6.0で 3.8から 4.0 %、



































図 11. 各 pH におけるヘム鉄の溶解率 
 
3-2 と同様に 1.0 mM ヘミン溶液 (N) 、1.0 mM 水溶性ヘム鉄溶液 (H) 、1.0 
mM ペプシン消化水溶性ヘム鉄溶液 (DH) を作成した。各サンプルは HCl ま
たは NaOH を用いて pH 1.0 ~ 11.0 に調整し、溶解しているヘム濃度から溶解
率を算出した。 


















図 12. パンクレアチン反応時間における水溶性ヘム鉄の分解生成物濃度 
 
3-2 と同様に 1.0 mM 水溶性ヘム鉄溶液 (H) 、1.0 mM ペプシン消化水溶性ヘム
鉄溶液 (DH) を作成した。各サンプルはパンクレアチン溶液添加時に pH6.0、
6.5、7.0 となるように調整し、0、15、30、60min 反応させた。 
















図 13. パンクレアチン反応時間における水溶性ヘム鉄の溶解率 
 
3-2 と同様に 1.0 mM 水溶性ヘム鉄溶液 (H) 、1.0 mM ペプシン消化水溶性ヘム
鉄溶液 (DH) を作成した。各サンプルはパンクレアチン溶液添加時に pH6.0、
6.5、7.0 となるように調整し、0、15、30、60min 反応させた。溶解率は 4-1 と
同様の方法で算出した。 















 図 11 より、pH 1.0～11.0 におけるヘム鉄の溶解率は pH 2.0 から 7.0 の間
において、N 溶液で 29.4 %以下、H 溶液で 28.9 %以下、DH 溶液で 30.2 %
以下となり、胃から十二指腸管腔内での pH では溶解性が低くなった。ま
た、pH 8.0 から pH 11.0 になるにつれて溶解率が高くなることが明らかと
なった。先行研究においても使用しているヘム鉄や鉄含有率は不明だが、
酸性条件下で溶解率が低く、アルカリ条件下で溶解率が高くなることが報
告されている (In et al., 2003) 。そのため、生体内でも十二指腸から下部へ
と pH が上がるにつれて、水溶性のヘム鉄の溶解性が高くなる可能性が考
えられる。 
 図 12 より、パンクレアチン消化による分解生成物濃度は、反応時間 0min
において H溶液より DH溶液で高く、いずれの溶液も反応時間の経過と共








てペプシンの基質特異性が低いことを挙げている (米倉ら, 1990) 。そのた
め、今回の実験条件ではペプシンによる消化を受けた水溶性ヘム鉄溶液の
方が加水分解物を多く含んでいたと言える。しかし、図 13 より、各 pHに
おける H 溶液と DH 溶液の溶解率を比較すると、いずれの pH においても
DH 溶液の方が H 溶液より溶解率が低くなった。また、パンクレアチン消




分解度を上げるにつれて、溶解性が低下することを示している (In et al., 
2003) 。また、ペプシンによるヘム鉄の加水分解にはヘム鉄の重合を防ぐ
作用が見られず、ある一定の分解率を超えると急激にヘム鉄の重合が起き
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